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' ' ' La presente invention se rapporte a 1' utilisation 

ide bacteries propioniques pour la production d' acide propio- 
nique et/ou de propionates et le cas echeant d'acide acetique 
' et/ou d' acetates au niveau du colon . 

5 • " Depuis quelques annees, : les specialistes nutri- 

tionnistes conseillent a leurs patients une alimentation ri~ 
' che en ' f ibres ^ auxqiielles ils attribuent des effets 
physiologiques et metaboliques pouvant beneficier a la sante. 
' ' 11 est cdnnu que les fibres alimentaires resis- 

10" tent a la digestion enzymatique dans I'intestin grele. et ne 
sont degradees et assimilees qu'au niveau du colon, c'est-a- 
dire de la partie terminale de I'intestin, L'effet benefique 
susmentionne ne peut 'done s'exercer qu'a . la . condition que 
cette degradation et cette assimilation soient au-ssi comple- 

15 tes que possibles a cet endroit preterminal : le colon-: 

Or, on a pu- etablir que ces reactions biologiques 
sont consecutives a la fermentation anaeirobie des -fibres ali- 
mentaires s'ous 1 'action de micro-organismes dans, le colon, 
Cette fermentation kbbutit a la production d' acides gras . vo- 

20 latiis a chaine courte (AGCC) = , d' hydrogene,, de 'dioxyde de 
carbone et de biomasse.' 

Ces acides gras a chaine- courte sont essentielle- 
ihent' I'acide acetique/ 1' acide propionique et I'acide butyri- 
que ; dans' 1' organisme • sain, ils ne ^ peuvent etre , produits 

25 qu' au niveau du colon, Vu qU' il^ s ' agit la du seul endroit du 
corps humain ou regnent les conditions ^naerobies , strictes 
permettant la fermentation a la base de-.leur synthese, a 
1' exception de I'acide acetique dont une tres faible quantite 
peut ^tre produite* au niveau- hepatique . • 

30 Or, differentes etudes oht prouve 1' importance de 

ces abides • gras volatils'a chaine courte qui sont benefiques 
A la sante. 

D'apres la litterature, il semblerait - que les ro- 
les physiologiques de ces trois acides' gras' volatils a chaine 
35 ' courte seraient differents les uhs des autres : en effet, les 
■ acides acetiqiies et propionique's seraient directement con- 
' duits vers le' foie ou la totalite de T' acide .propionique se- 
rait metabolisee - aldrs qii'une pa-rti-e ' de I'acide acetique 



-serait . ensuite ••conduite a. j; different s tissus, tandis que 
■I'acide jbutyrique serait utilise plus specifiquement.au .ni- 
veau interne de la parol. colique. 

La synthese .-djes; acides gras a chaine courte im- 
5 plique done :1a presence dans, le colon,, d'une .part, d'un subs- 
trat a base de fibres facile .a apporter par la nour3;iture et, 
d'^autre ' part, ..d'une flore bacterienne equilibree et adaptee, 
presente de fag:on optimum: et constante/. , , - . 

. Cette flore bacterienne peut provenir soit de la 
10 flore endogene persistante.- de. chaque • individu, ..soit de 
1' alimentation. 

•^11 est-, en effet, bien .connu que le contenu du 
' ■ tube :digestif .humain qui. est specifique .a chaque individu et 
^ 'correspond approxim.ativement a 1 .a 1, 5 kg de matieres , alimen- 
15 taires :en cours de transformation , digestiver renferme une im- 
portante population de . micro-organismes constitute par un 
= melange de 'nombreus^.s Qspeces^:ppuyant etre evaluee a 10 - a 
•lO"^^ .cellules .par gramme, dans le. colon-; -cette... population 

• cdnstitue i .une masse./ bacterienne - d/un ppids- ce^rtain . dont- 
20^ I'eguilibre bon. pu,-mauyais ne peut que. dif f icilement..etre mo- 

difie radicalement et surtout durablement . . 
■ • .i: . . Par jailleurs;,. 1 1' alimentation que I'on ingere 

•• •journellement - n' est .damais: sterile • et.. est done . plus ou mpins 

• ' ehargee. de- bacteries -Olait, f rqmage, - cidre, vin, ,biere, ehar- 
25^ euterie, etc.): Les .modifications, de la .flore cplique^ conse-.. 

'•■ eutives.. ac l':abso.rption. de. ces bacteries ne , peuyent . toute.f ois 
•etre que temporaires... : ^ , .■■,::.,.* v .. ; r-. r' : 

.■\ ' . II est/, en outre, a noter. qu'.il ^ deja ete. propo- 

se de tenter de modifier . la • population micrpbienne du tractus 
30 ^ intestinal^ par i^administration et - en. particulier 1' ingestion, 
volontaire de.\cellules - bacteriennes . reputees benef iques ._a la 
sante (dites probiotiques) en particulier de bacteries. lacti- 
ques .ou de baqt.eries bifides . . ^ 

\. : L' intrpduetion dans 1/ organisme. d'une population 
35-^ importante de ces . bacteries soit. par- le biais d' une alimenta-. 

• tion .particuliere> : spit par 1' ingestion , directe de ces ce..llu- 
les microbiennes,;., a plus, .partieulierement , ete proposee dans 

• le but: de- limiter le .developpement .des especes putr,ef iantes : 



'11 est en effet connu que la'-~flore endogene presente dans le 
colon est repartie en differents groupes bacteriens dont cer- 
' tain's sont ^ inof f ensif s , voire benefiques, tandis que 
d'autres, en particulier des Clostridium et des putrefiants 
5" cdnduisent a la production de substances toxiques et influen- 
cent negativement la sante. 

L' idee a la- base de I'invention a consiste a in- 
t roduire regulierement dans I'organisme, par voie buccale, 
■ une quantite importante d' une f lore microbienne probiotique 
10 apte a favoriser la synthese regiiliere d' acides gras volatils 
a chaine courte au niveau colique, 

Parmi I'es especes ■microbiennes pouvant.- etre. mises 
en oeuvre a cet effet, les bacteries lactiques ne sont- que peu 
adaptees puisque par leur nature, elles produisent surtout et 
15 avant tout de 1' acide lactique et tres secondairement un peu 
d'acide acetique mais pas- d'acide propionique ni d'acide bu- 
tyrique . •'..... = . ... 

En revanche, des bacteries d' un autre type, les 
bacteries propiohiques , sont capables de produire abondamment 
20 de I'acide propionique et de I'acide acetique done, les deux 
' acides gras volatils a chaine courtei qui sont appeles a irri- 
guei:' les reseaux tissulaires, ce par exemple selon un pour- 
' centage de 2/3 d'acide propionique pour 1/3 d'acide acetique. 
' Ces bacteries sont presentes en alimentation humaine depuis 
25 ' des siecles, en particulier dans- les fromages. a pate pressee 
'-■'cuite ; de plus, elles presenteht 1 ' avantage d'etre mieux ar- 
inees que les bacteries lactiques pour avoir une activite- dans 
* le colon ou 1' anaerobiose est totaled et par ailleurs, d'etre 
plus resistantes que les bacteries lactiques et les bacteries 
30 bifides pour traverser sans dommage la partie haute du tube 
digestif. • ' ' ' 

II est a noter qu' il a deja ete propose dans la 
litt6rature de f aire - absorber des bacteries propioniques, en 
particulier pour stimuler le ' develbppement des bacteries bi- 
35 ' fides ' dans I'intestin (document WO-97/19689) . ou encore pour- 
de^ager du monoxyde'd' azote dans le tube digestif humain ou 
animal (document WO-98/27 991) . On n'avait cependant jusqu'a 
present jamais eu I'idee d' utiliser ces bacteries pour la 




# # 

:« • production. ..d'.acides - .g.ras voMtils a chaine icourte au , niveau 

• du CO Lorn . • } ■'• ... - ' . ? ; ' 

La':., present e invention con.cerne done 1' utilisation 
de bacteries . propiortiques- appartenant .a des ,souches> peu auto- 
5 lytiques selectionnees ' len . f onctioq de leur. aptitude, a. regis- 
ter aux sels biliaires, pour l^obtentlon , df,une .composition 
d' alimentation courante- ou :d' une ' composition « dietetique ou 
medicamenteuse absorbable, elaboree , pour. que. les . bacteries 
soient protegees au moins partiellement vis-a-yis.. de 
10.: ' l';.acidite gaatrique, renfermant.. ay , moins 10 cellules ..par ., 
gramme de ces bacteries^- .susceptible, de . stimuler et 
■: *d' optimiser. la- synthese de.: quantites . physiologiquement signi- 
. :f icatives . d' acide- propionique et/ou de. propionates .et , le cas 
: echeant, .d'.acide^ acetique et/ou ;d' acetates au. niveau du. .colon 
15 - par: fermentation .bacter.ienne anaerobie.. ... , * 

.Pour que ce.s bacteries ' puissent. avoir I' effet .be- 
nefique escompte, il est indispensable de choisir de:^ souches 
'= peu- autolytiques aptes. a .attein.dre,.. sans .dommage/ le colon, 
. eventuellement a s' y deve-lopper , et .a prpduire . .des . quantites 
20- - suf f isantes. d' acide prppionique . 

s .... ,.ll est bi.en. connu que les deux 3tress . prinpipaux, 
auxquels 'les .bacteries ..ingerees sont soumises lor.s^ de leur 
: pas^sage ■ dans la • partie h^ute du - tube d.igestif, sont < . lies, 
-d'une- part,' ar I'acidite. du milieu stomacal (pH 4 a 2.)., et, 
25 d' autre part,, a ^la- presence de sels biliaires dans 1' intestin. . 
• grele-.(de 1/ ordre de . 15 .mmol/l au maximum, au niveau du duode- 

^ ..num) : ■ ; ^- . — . . v : - ...^ 

Gr> on a pu^.etablir que des bacteries . ayant. ^ete 
.. exposeeS'.:a I'acidite .stomacale sont fragilisee,s et par. suite 
30 inaptes: a 'resistex aux. sels biliaires, ce meme si elle^s de-, 
meurent viables a la sortie de I'estomac. .. . . 

' i Par ' suite', conf ormement. a 1' invention, il est in- 
dispensable de-.-. f aire subir - aux bacteries. propio.niques un 
traitement de' nature -.a; leur permettre de ,-ne pas subir. le 
35" stress -. gastrique corresppndant en regie generale, a .une encap- . 
• 5 * sulation :qui. peut etre- volontalre. ou inyolontaire. par .exemple 

* '.dans le:cas- d'un .aliment de type romage. ^ ... . 



Cette situation a "ete mise en lumiere grace a un 
test par lequel on a evalue 1' influence du pH acide ' et des 
sels biliaires successivement ou individuellement sur la via- 
bilite d'e deux souches de bacteries propioniques laitieres 
5 ' appartenant a la collection TL du LRTL (Laboratoire de^ Re- 
cherches *^de Technologie 'laitiere - INRA de . Rennes) , a savoir 
les ' souches TL 162 et TL 24 appartenant a I'espece 
P . freudenreichii subsp shermanii. 

Les resultats de ce test sont decrits ci--dessous. 
1.0 Les bacteries ont ete cultivees a 30°C sur milieu 

YEt pendant 2 jours (debut de phase stationnaire) . La densite 
I optique a 650 nm etait respe'ctivement de 2,28 et 2,64 pour 
TL .162 et TL 24 - . . . . . 

" - Stress acide 

15 . , . Les cultures ont ete diluees au 1/10^""® dans du 

milieu S (tryptone-lactate) a . pH 2,5 '(pH final de 3,0). Apres 
une incubation a 37 °C pendant :45 min, les cultures, ont ete 
centrif ugees et les bacteries reprises dans le meme volume de 
YEL. Des. numerations ont ete faites . avant et a la fin de 
20 1 ' incubation, et la reprise de la croissance a ete suivie par - 
des mesures de DO pendant 5 jours a :37°C. 

Stress blliaire - - . . , 
Les cultures .initiales ont ete .centrif ugees et 
les bacteries reprises dans un volume 10 fpis superieur de 
25 YEL contenant 0,3 % de bile de boeuf (a --50 % de sels biliai- 
res) Apres une incubation a 37'°C pendant 90 min, les cultu- 
res ont ete centrif ugees et ; les bacteries :reprises dans le 
-meme" volume de YEL. Des numerations ont ete faites avant et a 
^la fin de 1 * incubation, et la reprise de la croissance. a ete 
30 suivie par des mesures de DO pendant 5, jqurs a. 37°C. 

- Stress acide, et biliaire success! fs 
. '-Les bacteries ont subi. un -stress acide comme de- 
- crit ' precedemment / .mais apres .centrif ugation, les cellules 
• ■ ont ete ..reprises dans du. YEL- contenant .'0,3 % .de bile. Apres 
35 une deuxieme incubation a 37°C pendant 9.0; min, les cultures 
ont eite centr.if ugees et les bacteries reprises dans le meme 
volume de YEL. -Des numerations ont ete faites avant et . a la 



-.fin des incubations el: ,1a repri-se de la; croissance a ete sui- 

=. vie -par . des mesures de.- Dp- pendant .,5 jours, ^ 3l°c 

: Les resultat-s obtenus. sont. rapportes, d-'une .part, 
sur le tableau . 1, ci-dessous qui mentionne L'lnfluence des 
stress acide et/ou ..biliaire sur la . viabilite des, bacteries 
et, d' autre part, sur- la figure 1 qui :est: un schema' repr^sen- 
tant la reprise de la croissance apres les differents .stress. 



Tableau 1 





Viabilite , (cfu /ml) 






. ..Avant , . ^ 
.. stress 


Apres. 
stress.' 
acide . ; 


Apres 
•Stress 
biliaire 


Stress acide 
seul • 


TL 162 

TL. 24 ■ 


3,0 X 10* 

'. 4>0 x 10^ 


.9,7 X 10^ 
1,0 x. lO' 


/ 
/ 


Stress' ,i 
biliaire seul . 


TL .162; 
TL 24 . 


. .3,0 .x 10^ 
■.'4,0 x. 10* 


■.■/ . , 
: 1 : 


.■4,4 X 10* 
;4,7 X. 10* 


Stress ; ■ 
sucbessifs 


TL 162 

TL.. 24 ; .. : 


3,0:;x 10* . 
4,0'x 10*- 


9,; 7 X 10^-, 
■1, 0 X 10.^ 


. . ^eoo 

<, l-Ov 



On a ainsi .pu 6tablir que ■•. . . . , . 

- I'acidite entralne une mortalite ' importante des bacteries 
■ (96,8'%.^pour'TL 162 et 97,5 "% pour,TL,24), ce qui explique 
un delai assez long pour la reprise de- la croissance (Fi- 

■ gure' 1) ". ' . ' i 

- la bile n'entraine aucune mortalite des bacteries, . d'.ou 
une reprise tres raplde de la -croissance;.. . •. .-. . 

- lorsqiie I'on sdumet les- bacteries;- a ^ la ..bile:;.. aprds'.:un 
stress acide prealable, cela conduit a une mortalite quasi 
totale'desi.bacteriesv te resultat,^ totalement inattendu, 
indique done- que deS.' .bacteries, v qui ont subi un stress 

■ •acide et'. qul.'toutefois- restent viables, .deviennent totale- 
ment s'ensibles • a la bile alora que . sans stress acide .pre- 

• alable, ces'^ mSmes bacterieS. sont . to.talement- .r^sistantes 

■ aux sel'S b'illaires . - •, . 

Tenant compter de r.icette . sit-ua^tion/ /on . a-, .e.ffeotue 
des essais- de preadaptation dans.le.vbut d'augmehter lar r.esis- 



tance des bacteries. On sait eri ef f et qu' un * pre-stress acide 
(pH'4,5-5) protege ef f icacement les cellules centre un stress 
abide extreme (pH 2) • .... 

On a ainsi effectue trois essais d' adaptation sur 

5 TL 162 ■: • ■ • . . . ... 

- pre-stress acide- : incubation preliminaire des cellules a 
37 °C pendant' 30 min a pHS 

- pjte-stress biliaire : incubation pendant 30 miri en pre- 
sence de 0,08 % de bile 

10 - pre-stress acide et biliaire : incubation pendant 30 min a 
' pH 5 et en presence de 0,08 % de bile. 

' On a applique le meme protocole que precedemment 
et bbtenu les resultats' rapportes dans -le tableau 2 ■ ci- 
dessous : 

15 



Tableau 2 





Viabilite (cfu/ml) 


Avant stress 


Apres stress 
successifs 


Sans preadaptation 


3 X 10® 


2600 . 


Preadaptation acide 


3 X 10^' 


100 


Preadaptation biliaire 


3 X 10® 


1400 


Preadaptation acide et 
biliaire 


. 3 X 10® 


< 100 



On a ainsi pu etablir qu' une preadaptation acide 
fragilise encore plus les cellules, alors qu'urie * pre- 

20 adaptation biliaire est sans effet. 

Ces resultats ont ' done permis de mettre en evi- 
dence la necessite de traiter les stress successivement , et 
non pas . separement comme decrit dans la plupart des etudes 
qui ont ete realisees dans ce domaine. 

25 On peut cependant supposer qu'in vivo les condi- 

tions sont moins drastiques pour les bacteries (effet tampon 
de 1' aliment dans I'estomac, effet bactericide moindre des 
sels biiiaires sous forme micellaire avec les phospholipi- 
des) • 



. Cpmpte tenu ;de ce qui precede, pour augmenter la 
quantite de.. bacteries yiables, . une amelioration de leur. re- 
sistance au pH acide n'est pas efficace. pu-isque. les. bacteries 
• . restent sensibles a I'effet des sels biliaires. 

5 En revanche, en protegeant les bacteries . du 

stress acide, en particulier en les ingerant. preconditiqnnees 
dans des gelules gastroresistantes, on peut retxpuver dans 
les feces des bacteries naturelleinent. resistant.es a Ja bile, 
ce a un niveau eleve de viabilite. . - 

10 Compte tenu. de ces resultats, .on a effectue un , 

test complementaire pour comparer 1' aptitude de differentes 
.:Souches , .de bacteries propioniques a produire^ des quantites 
importantes d^acide propionique apres. avoir ete mises en con- 
tact avec des sels biliaires. 

15 Dans ce test, on a compare 33 souches de bacte- 

ries propioniques laitieres appartenant a la collection TL du 
LRTL (INRA de Rennes). selon leur aptitude a survivre en pre- 
sence de .bil.e et a produire ehsuite de 1' acide propionique : 

- 20: -souches appartenant a I'espece P. freudenreichii subsp 
20 shermanii .. . ..." / _ 

- 6 souches appartenant a I'espece P' '.freudenreichii subsp 
' freudenreichii / [ 

- 7 souches "appartenant a I'espece F , acidipropionici ' 

Le protocole operationnel a ete le suivant : 
25 Des cultures eh debut de phase stationnaire (2 a 

3 jours de culture en milieu YEL incube a 30°C) ont ete di- 
luees .au 1/10^"^^ dans dii milieu YEL contenant 0,6 % de bile de 
boeuf (environ 7-8 mmol/1) , Cette concentration en bile a ete 
chpisie.de, fagon a discriminer au mieux les souches entre el-' 
30... les et constitue des teneurs en sels biliaires du meme ordre 
...que celles, rencpntrees dans le duodenum. 

Les dilutions ont ete incubees a 37°'C pendant 
90.min,, puis centrif ugees . Les bacteries ont ete ' reprises 
dans du. milieu YEL .(volume initial) et remises a incuber a 
35. 37,°C.. , ..... ..." 

, .. . .Apices 24 h d' incubation, la DO a 650 nm a ete me- 

suree pour evaluer la reprise de la croissance. Le surnageant 
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a ete recolte puis congele pour doser les acides gras vola- 
tils. ■ 

Pour .certaines souches, I * experience a ete renou- 
velee de fagon a confirmer les ;resultats . 

Les valeurs des densites optiques a 650 nm avant 
le stress biliaire et 24 h apres la fin du stress sont rap- 
portees dans le tableau 3 ci-dessous : . 




Tableau 3 



Souches : 


DO avant le 


DO a 24 h 


% de DO a 




stress biliaire 


d' incubation 


24 hA^O ihi- 




(DO ini - 


^xes le stress 


tiale 




tiale/10) 


biliaire 




P . sheinnanli 








TL 125 


■ 0, 32 , . 


2 , 02 . 


53., 


TL 134 


0,29 - 0,26 


2, 60- - 2,04 


r\f\ **7 o 

90 - 78 


TL 144 


0, 39 


3, 62 


93 


TL 146 


0, 27 


1, 56 


58 


TL 147 


0, 28 


1, 23 


A A 


TL 148 


0, 23 


0, 04 


o 
z 


TL 160 


0,36 - 0,32 


4,67 - 4,03 


1 O A IOC 

130 - IZo 


TL 162 


0,26 


1, 05 


A n 


TL 168 


0, 32 


0, 57 


1 o 


TL 4 


0, 32 


0,29 


Q 

y 


TL 14 


0,23 


0,73 




TL 17 


0, 29 


0, 55 


ly 


TL 22 


0,28 


1, 39 




TL 24 


0,28 


1, 65 


by 


TL 162 


0,20 


2. f\Jo 




TL 34 


0,26 - 0,27 


3,40 - 3,87 


131 - 143 


TL 50 


0,26 


2, 05 


79 


TL 61 


0, 23 


1, 31 


57 


TL 63 


0,27 - 0,26 


3,26 - 3,55 


1 O 1 TOT 

121 - 13/ 


TL 40 


0, 30 


1, 46 


4 y 


P. freundenreldbl 








TL 142 


0,34 " 0,31 


2,95 - 2,80 


87 - 90 


TL 3 


0,24 


2, 66 


"ill 
111 


TL 19 


0, 30 


2, 66 


O A 

89 


TL 37 


0, 23 


Ir 79 


"7 O 

/o 


TL 33 


0,26 


2, 38 


92 


TL 64 


0,29 


0, 31 


11 


P. acldiprapianxci 

TL 2 


u , O 0 




61 


TL 9 


0, 34 


2,29 


67 


TL 15 


0,34 


3,09 


91 


TL 54 


0,34 


1,39 


41 


TL 47 


0,20 


0,22 


11 


TL 223 


0,29 - 0,38 


2,59 - 2,91 


89 - 77 


TL 249 


0,44 


3,40 


77 



II est a noter que pour certaines souches, la DO 
finale est superieure a la DO initiale, ce qui peut 



. s'.expliquer par la croissance__ reprise a 37°C et nop a^. 30.^C 
coTcm^ initialement . ' - 

; En fonction des resultats- obtenus, on peut sche- 
mati'quement distinguer trdis groupes de souches : 
5 - les souches se distinguant par una reprise rapide de la 
^ . croissance, .iridiquant une f aible .mortalite des cellules 
. . due a .la. bile (parmi elles TL 34, TL' 160, TL 63, TL 33, 
, • * • TL 15/ TL 3, TL^162) , . . ■ ' ' ' 

des souches tres peu resistantes a ■ la bile, presentant une 
10 reprise de la croissance tres faible ou nulle (TL 148, 

TL- 4, .TL 64, ; TL ; . 

- des souches intermediaires, caracterisees par une .mortaii- 
te itioderee. due* a la bile (TL .146,., TL 147, TL 167, TL 168, 
-t'l'14, TL 17, TL'22, TL 24,- -TL....61,. TL . 40, TL 54). 
15. Seules les souches possedant un ratio [(DO a 

'24 h/DO initiale) x 100] superieur a 60 % ' (seuil choisi arbi- 
trairement) ont ete selectionn§es pour la mesure du lactate, 
de 1-' acetate et du propionate par HPLC dans les surnage.ants 
congeles . . La teneur initiale ;du milieu YEL en lactate etait 

20- de. 11,4 g/1.- - : 

Les concentrations en lactate, acetate et propio- 
nate des surnageants recuperes apres 24 h d' incubation, sont 
, rassemblees ,da.ns le tableau 4 ci-dessous. 



" TcJDleau 4 



Souches : 


Lactate 
oonscuiUB 


Acetate 
produit 


Prcpionate 
produit 


(en g/I) 


F . shermanlx 

TL 125 ' 


-S, 6 ■ ■ 


• •• ■ G,6-- 


- 2,4 


TL 134 


8,9- 7,3 


0,9 - 0,9 


.4,0 -- 3,4 


TL a44 • 


,8,8 


1,1 ■■■■■■■ 


4,6. 


TL 160 


9,9 - 8,8 


,1,3 - 1,1 


. . 4,7 - 4,6 


TL 162 


5,3 


0, 6 


2,3 


TL 34 


9,7 - 10,1 


1,0-1,2 


■ 4,9 -'4,7 


TL 5*0 


■ 6,6 


• 0,6' 


- - '3,7 


TL 63 


9,1 - 10,0 


1,0 - i;i • 


4,4 - 4,4 


P. freuDdeDreldtil 

TL 142 ' . ■ 


8 , 1 8 , 2 


..0,9; 0,;9 


, 4,5, - 4,0 


TL 3 . . 


7,8 


0,9 


, .. 3,6 


TL 19 . 


6, 6 


0,7 


3,7 


TL 37 


5', 5 


0,6' • 


2,5 


TL 33" ■ 


7,2 - ■ 


■ '• • 0,8 - ' 


-■ ' ■ iVA ■ 


P. acldlproploDicx 

TL - 2 ^ •- 


'. 2,7 ■• • 


.. • 0,4 


■■ ,,1,5 


TL> 9 .A ■: • . 


5,3 


: .. 0, 6 - 


,..■2,4 ,. 


TL 15 


3,7 


0,4 


- 2,0 


TL .223. 


2,8 - 3,8 


0,4 - 0,4 


1,8 - 1,7 


TL 249 


■5,2" 


0, 6 


3,2 



Ce tableau montre que de ' maniere ' pr^v'isible, • la 
quantite de propionate produit est correlee avec le degre 
5 d' utilisation du lactate. 

D'une fagon generale, les souches appartenant a 
I'espece ? . acidipropionici produisent moins d'acide propioni- 
que que les souches de I'espece P . freundenreichil en 24 h. 

Au vu des resultats rapportes ci-dessus, certai- 
10 nes souches s'averent etre de meilleurs candidats en matiere 
de production de propionate apres 1' action de la bile. II 
s'agit des souches produisant au moins 3 g/1 de propionate 
dans les conditions decrites ci-dessus : 

TL 134, TL 50, TL 3, TL 19, TL 33, TL 249, 
15 et de preference plus de 4 g/1 de propionate : 

TL 160, TL 144, TL 34, TL 63, TL 142- 




Compte tenu de cei.qui precede et conf ormement'. a 
une caracteristique pref erentielle de 1' invention, les bacte- 
ries propioniques utilisees sont choisies parmi les souches 
produisant de 1/acide propionique en quantite physiologique- 
5 ment . significative et en -particulier . parmi les souches pro- 
duisant au moins 3 g/1 , d'acide propionique et/ou de 
propionates et, de preference, plus de 4 g/1 d' acide . propio- 
nique et/ou de propionates apres avoir ete cultivees ^ a • 30 °C, 
dans du .milieu. .YEL renfermant environ 11,4 g/1 . de, lactate 
10 pendant 2 a 3 jours, puis diluees au 1/10^"^® dans un .milieu 
YEL contenant 0,6 % de bile de boeuf, incubees a .37 °C : pendant 
90 min,^ centrif ugees / reprises dans du *milieu YEL et remises 
a incuber .a 37°C pendant;. 24 heures; 

Un autre critere de selection pouvant etre pris 
15 en compte conformement a 1' invention correspond aux proprie- • 
tes d- adhesion des. souches sur les .colonocytes : des souches 
' douees " de bonnes proprietes d' adhesion., presentent en effet 
- -I'avantage de demeurer plus longtemps dans le colon,- .ce .qui 
* leurlaisse plus de temps pour synth^tiser I'acide propioni- 
20 que* ; de. plus, • les souches .qui se fixent, peuvent prendre la t 
. place : des " agent's' pathogenes. - r 

II est a noter que pour, obtenlr 1' effet recher- 
che, il n'est;pas envisageable de faire absorber I'acide pro- 
-pionique :lui~meme vu que. du fait de la chaine metabolique 
25 humaine il ne pourrait pas parvenir au colon et que, de plus, 
il a ete montre. qu' il est nocif a haute dose pour I'estomac. 

Parmi . les effets benefiques attribues aux. a.cides 
gras ^volatils a- chaine- courte synthetises au niveau : du colon 
et en particulier a I'acide acetique et surtout a I'acide 
30. propionique, . on peut noter . leur role . au , niveau . de / 
' 1' assimilation des principaux mineraux. et notamment du cal- 
cium, du fer, du zinc ou encore *du magnesium ; on a en effet 
• pii etablir que I'acide propionique et, : dans une.. moindre me- 
sure, I'acide acetique peut favoriser 1' absorption colique, -de 
35 ces mineraux. et I'utilisation par 1/ organisme . de la. fraction, 
absorbee. . - ' .. i " . . 

II s'agit la d' un,- effet. particulierement interes- 
sant vu que 1' assimilation des .mineraux s/ accompagne.. d' effets 



■ fonctionriels tels . qu'^a titre. d'exemple . la correction de 
I'anemie pour le fer ou la mineralisation osseuse pour ^le 
calcium. ' : . • ^ . . ■ . ■ ■ .■ ' : . . 

■> II est . a;: noter : que, si cette action n'a. pas pu 
5 jusqu' a ^aujourd' hui etre prouvee de maniere. precise,, les etu- 
des experimeritales et cliniques/ -qui ont • ete - ef f ectuees, 
fournissent un faisceau 'd' arguments concordants . a I'.appui 
d'lin ef.fet favorable de l'acide propionique et dea propiona- 
'^tes eti dans une moindre mesure, . de 1' alcide. acetique et' .des 
10 acetates sur le metabolisme de ces • mineraux ; cet effet est 
■ vraisemblablement plus important lorsque : les conditions, 'de 
' digestion sont mauvaises, ce qui conduit -a amener une quanti- 
te importante de mineraux non absorbes par- IMntestin grele 
au niveau colique, et: lorsque les besoins sont - eleves. 
15 . L'' existence' de ' relations entre - les acides gras 

vdlatils a chaine courte = et le metabolisme des' mineraux a no- 
• . tamment ete suggeree par . de is etudes ayant utilise, ^des -.fibres 
. solubles.' On^ a ainsi- pu "etablir que les polysaccharides ou 
• oligosaccharides non drgeres . par - .les enzymes, digesji.ives . et 
20 qui sont done ".fermentes en acides :gras'. volatils a .chaine 
courte (notamment en propionates) par- la. flare • colique - aug- 

■ mentent 1' absorption vdes-'mineraux tels que le calcium, le fer 

■ "bu le zihc et que cette augmentation est d'.autant .plus nette 
^ue les conditions sont pathologiques '{carences,.. gastrectomie 

25 ■ . . v) ' ■■ -.J.f^c^- • . ' • • 

i Des etudes .de perfusion, colique et j a eontrario 

- 1' absence d'effef. chez /des: sujets . colectomises a permis de 
cohfirmer la .localisation du site d/ action au niveau . colique. 

H a en. outre, ete :constate , que ■ ces actions 
30 ■ 's' accoiripagnent d' une bais^se du: pH et d^une synthese d' acides 
gras -vdlatils a chaine /courte . ; -. ceci.* suggere . 1' intervention 
• 'de ' ces -acides par le biais ' d' une . fermentation/,, ce d'autant 
•.plus que I'on a" verif ie .-.-.que ^les fibres insol.ubles ^, non fer- 
:- 'meriteiscibles, n'ont pas d'. effet.' De plus; il a ete etabli que 
35-' le cfficum est hypertrophie-. . et que le. debit, : sanguin coldque 
augmente, ce qui temoigne d'un effet trophique. .. , . : , 

■ . ■ '• Les etudes clihiques ef f ectiiees sur ce sujet sont 
- peu nombreuses,-. mais' permettent de. .cohfirmer que: les effets 
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des fibres solubles sont obtefiiis par fermentation colique et 
de montrer directement I'effet des acides gras volatils a 
chaine courte sur 1' absorption des mineraux.' 

Parmi cfes etudes, on peut' mentionner la publica- 
tion '« Trinidad TP, Wolever TMS'r Thompson LU/ Effect of ace- 
tate and propionate- on calcium absorption from the rectum and 
distal colon of humans. Am J Clin Nutr 1996, 63/ 574-83 » qui 
rend compte d'essais dans lesquels on a perfuse directement 
le colon distal de sujets sains avec de I'acide acetique, de 
I'acide propionique ou leur association a concentration phy- 
sioldgique ; on a ainsi etabli ' que la dispafition du calcium 
de la lumiere colique est augmentee par les deux acides' gras 
volatils a chaihe courte, mais de fagon signif-icativement 
plus importante par I'acide propionique ; cette etude a ega- 
lement montre un effet dose a I'appui d'un systeme 
d' absorption non saturable. Les auteurs ont suggere que la 
plus' grande lipbphilie de I'acide propionique compare, a 
I'acide acetique pourrait favoriser son absorption et la li- 
beration daris le colonocyte de pirotons dont le passage dans 
la lumiere digestive favoriserait 1' absorption du calcium.. 

Compte 'tehu de ce qui precede, il est propose, 
coriformement a' 1' invention, d' appliquer 1' utilisation susmen- 
tionnee de' bacteries propioniques appartenant a des souches 
spejcifiques ' selectionnees, a I'obtention d'une composition 
susceptible de favoriser et d'optimiser 1' assimilation des 
priricipaux mineraux en particulier du calcium et/ou du ^ f er 
et/ou du zinc et/ou du- magnesium. ' 

Selon une variante de 1' invention, il est egale- 
ment propose d' appliquer cette utilisation a I'obtention 
d'une composition ayant des proprietes antif ongiques (?) au 
niveau du colon et, en particulier, susceptible d' y reduire 
le developpement de mycodermes pathogenes du type Candi- 
da /muguet . 

Cette utilisation conduit, en fait a tirer profit 
des excellentes proprietes antif ongiques (?) de I'acide pro- 
pionique notamment pour le traitement des candidoses dues aux 
antibiotiques . 
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.Il;:es.t,,4;noter.,9M%4a composition . utilis6e cop- 

formement a 1' invention peut,..le cas echeant, renfermer des 
bacteries autres, en particulier des bacteries, ' lacti.ques 
et/ou des bacteries bif ides, susceptibles d'agir en synergie 
avec les bacteries propioniques de fagon a augmenter les ef- 
fets susmentionnes en leur fournissant du lactate en tant que 
substrat ■ f ermentescible . 

La ; composition, .utilisee conf ormement . Ji. I'inven- 
.. tion.peut etre constitue? par une preparation seche ou deshy- 
dratee se, presentant , sous ., forme de fractions individuelles 
■•.d'environ 100 mg^ k 1 g, de . preference de 200 a 500 mg,/ ren- 
. ferraant de • preference au moins 10« cellules, ; elle peut. en 
particulier avantageusement se presenter sous' la forme .de ge- 
-.lules gastroresistantes. 

• ■■ • ' Selon. une autre caracteristique de 1' invention, 
.cette composition peut., egalement §tre constituee par une pre- 
. paration glaboree, les bacteries propioniques etant a j outees 
ou. associees. a. des fibres alimentaires. ou encore . ajoutees ou 
incorporees dans des . aliments f ermentSs. liquides, pateux ou 
20 solides. • ■■ , • . . . ■ 

Dans une telle preparation, les. bacteries propio- ' 
■ niques-.jouent, un,., double, role, a ss^voix^ technologique , dans, un 
premier temps a., travers la fermentation d' aliments et ' fonc- 
tionnel dans ::un second ternps, puisqu'une fois ing^rees, elles 
sont capables :d'atteindre le- colon et d' y jouer le role' pro- 
biotique susmentionne, en particulier au niveau de ' 1' optimi- ' 
sation de la synthese d' acide. propionique. et de i; optimisa- 
tion de ...I'assimilati.on des mineraux, , . ■• 
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R E V E N D-I CAT T D - N S 
1°) Utilisation de bacteries prbpioniques appartenaht a des 
' souches peu autolytiques"^ selectionneeis en fonction de leur 
aptitude a resister aux sels biliair^s pour I'obtention d' une 
5 composition d' alimentation courante" ou d' une compbsition die- 
tetique ou medicamenteuse absorbable elaboree pour que les 
bacteries'- soient protegees au moins part iellem'ent vis-a-vis 
de I'acidite gastrique, renfermant au moins 10^ cellu- 
les/gramme de ces bacteries, susceptible de stimuler et 
10 d'optimiser la synthese de quantites physidlogiquement signi- 
ficatives d'acide propioniqiie et/ou de propionates et lecas 
echeant d'acide acetique et/ou d' acetate au niveau du colon 
par fermentation bacteri^nhe anaerobie.^ 

15 2°) Utilisation selon la revendicatio'n 1, 
' cafacterisee en ce que 

les bacteries" propioniques utilisees sdnt choisie's parmi les 
-souches produisant de I'acide prbpiohique en quantity physio- 
, logiquement significative. 

20 

3*^) Utilisation selon ' la irevehdication 2, 

caracterisee en ce que • ♦ ..... ' 

les bacteries propioniques utilisees sont choisies parmi les 

souches produisant au moins 3 g/1 d' acide propionique et/ou 

25 de propionates et, de preference, plus de 4 g/1 d' acide pro-'., 
pionique et/ou de propionates apres avoir ete cultivees a 
30°C, dans du milieu YEL renfermant environ 11,4 g/1 de- lac- 
tate pendant 2 a 3 jours, puis diluees' au 1/10^""® dans du mi- 
lieu contenaht 0, 6 % de bile de boeuf,' incubees a '37 pendant 

30' 90 min, cerit'rif ligees, reprises dans* du milieu YEL et remises 
a incuber a 37 ®C pendant 24 heures. ' ' ' 

4°) Utilisation selon I'une quelconque des revendicatidns 1 
a 3, pour I'obtention d' une composition susceptible de favo- 
35 riser 1' assimilation des principaux mineraux; eri particulier.. 
dii calcium et/ou du fef et/ou dii zinc et/ou du magnesium.. . 




5°) Utilisation . selon- 1' une quelconque . des revendications 1 
^ a 3, pour 1/ obtention d' une composition ayant des proprietes 
antifongigues au niveau, du , colon et, en .particulier, suscep- 
tible de reduire le . d.evelopp,emen;t . de mycodermes (?), pathoge- 
5 :nes du type candida/muguet . > ^ . . . , 

. : 6**.) Utili^sation selon I'une quelcpnque des revendications 1 

; ^caracterisee. en ce que , ■ .. ^ .... . . .^ 

10- . les bacteries propioniques : appartiennent . a des soiiches. douees,., 
de .proprieties d/ adhesion sur les colonocyte,? . 

7 ° ) Utilisation selon ^ il' une qujelconque des . revendications 1 
a 6, 

15 caracterisee en ce que.^ 

la composition est constitute par une. preparation .seche, ou 
deshydratee se presentant ^sous forme.de fractions .indiyiduel- 
.. les d'.enyiron 100 mgia 1 g^de . preference de -2.00 a .S.QO mg, 
renfermant de preference au moins 1.0^ cellules. .. 

8°) Utilisation selon . la. xey:endication ..7/ . . ; . ^ 
caracterisee en ce que . . ... ... , , 

<■ la composition se present.^ spus la forme jde ^ gelul.^.S jg^strpre- 
sistantes*-^ . . . . - ... . '-^ - i 

9° ) . Utilisation .. selon I' une quelconque des , revendicat,ipns 1 

. caracte,risee .en; ce-, que..- . ^. ^ . : ^ . ■ \ 

. 7 la-.composit est, constituee .par un,e -preparatipn .,.elaboree, 
30 •: les. .bacteries, propioniquje? etant- ajoutees pu asspciees.. a ...des, 
fibres alimentaires . . 'i. - . . ' ' ■ ;.. .. 

10.?.). Utilisation selon, .l',une quelconque :des ,. revendications 1 
- a -8,> J ; , . V ^ ; . , ;! 

35-.--.,-cai:aQterisee en : ce que v.-. j , . : 

la ,compQsition est constituee ,,par une preparation ...elabpree, 
les bacteries propioniques etant ajoutees ou incorporees dans 
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des aliments tels que des aliments fermentes, liquides^ pa-- 
teux ou solides. 

11°) Utilisation s^lon 1/ une quelconque des revendications 1 

5 .a -9, ; ... ... 

caracterisee en ce que . 

la composition renferme.^ des bacteries lactiques et/ou des 

' bacteries bifides. . . . 



10 



10 



20 



^ 15 1^ 



04/01/2000 

15 



des fibres solubles' 'sont obt^'rius par fermentation .colique -et 
de montrer directement I'effet des acides gras- volatils ' a 
chaine courts sur' 1' absorption des mineraux. 

Parmi ces fetudesy- on peut^ m'entionner la publica- 
tion « Trinidad TP, Wolever TMS, Thompson LU, Effect of ace- 
tate and propionate on calcium absorption ' from the rectum -And 
distal colon of humans. M J din Nutr 1996, 63/ 674:-83 » -qui 
rend compte d'essais dans lesquels on a perfuse di^rectement 
le colon distal de sujets sains avec de I'acide acetique, de 
I'acide propionique ou leur association a concentration phy- 
siologique ; on a ainsi etabli que la disparition du calcium 
de la lumiere colique est augment^e par les deux acides gras 
volatils a chaine courte, mais de fagon signif icativement 
plus importante par I'acide propionique ; cette etude a ega- 
■5 lement montre un effet dose a I'appui d'un systeme 
d' absorption non saturable. Les auteurs ont sugg^re que la 
plus grande lipophilie de I'acide propionique compart a 
I'acide acetique pourrait favoriser son absorption et la li- 
beration dans le colonocyte de protons dont le passage dans 
la lumi^re digestive favoriserait 1' absorption du calcium. 

Compte tenu de ce qui precede, il est propose, 
conformement a 1' invention, d'appliquer I'utilisation susmen- 
tionnee de bacteries propioniques appartenant a des souches 
specif iques selectionnees, a I'obtention d'une composition 
susceptible de favoriser et d'optimiser 1' assimilation des 
principaux mineraux en particulier du calcium et/ou du fer 
et/ou du zinc et/ou du magnesium. 

Selon une variants de 1' invention, il est egale- 
ment propose d'appliquer cette utilisation a I'obtention 
d'une composition ayant des proprietes antif ongiques au ni- 
veau du c61on et, en particulier, susceptible d'y reduire le 
developpement de mycodermes pathogenes du type candi- 
da/muguet. 

Cette utilisation conduit, en fait a tirer profit 
des excellentes proprietes antifongiques de I'acide propioni- 
que notamment pour le traitement des candidoses dues aux an- 

tibiotiques . 
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5°) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
a 3, pour I'obtention d' une composition ayant des proprietes 
antif ongiques au niveau du colon et, en particulier, suscep- 
tible de reduire le developpement de mycodermes pathogenes du 
5 type Candida /muguet . 

6'') Utilisation selon 1' une 'quelconque des revendications 1 

a 5 , . t 

• ' caracterisee en ce que' 
10 les bacteries propioniques appart iennent a des souches douees 
de proprietes d' adhesion sur les colonocytes. 

7°) Utilisation selon I'une quelconque des' revendications 1 
a 6, - ; ' . ' 

15 caracterisee en.ce que 

la composition' est constituee par - une preparation seche ou 
deshydratee se . presentant sous forme de fractions individuel- 
les d' environ 10*0 mg a' 1 g de preference de 200 a 500 mg, 
renfermant de preference au moins 10®. cellules. 



8*^) Utilisation selon. la revendiiation 7, 
caracterisee en ce que 

la composition se presente sous la forme de gelules gastrore- 
sistantes . 



9°) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 

a 8 , . . . ■ ' 

caracterisee en ce que 

la composition est constituee par une ' preparation elaboree, 
30 les bacteries propioniques etant ajoutees ou associees a des 
fibres alimentaires ; 

10**) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
a 8, 

35 caracterisee en ce que 

la composition est constituee par une preparation elaboree, 
les bacteries propioniques etant ajoutees ou incorporees dans 
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